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Introducción
La trufa negra (Tuber melanosporum Vitt.) es un hon-
go ascomiceto ectomicorrícico hipogeo, que alcanza
elevados precios gracias a su valor culinario. Aparece
de manera espontánea en las montañas calizas del este
de España, aunque la producción está sufriendo un mar-
cado declive. Esto ha despertado el interés por su cul-
tivo, más aún cuando las áreas con potencialidad trufe-
ra se encuentran en comarcas de montaña con pocas
alternativas agrícolas (Reyna, 2000).
En España comenzaron a realizarse plantaciones ha-
cia 1970, mientras que en Francia llevan realizándose
desde hace más de un siglo (Chatin, 1869). En el tiem-
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Resumen
La trufa negra (Tuber melanosporum Vitt.) es un aprovechamiento agro-forestal de gran potencialidad en comar-
cas de montaña calcárea mediterránea. Con el objetivo de evaluar la idoneidad de diferentes usos del suelo para la
plantación trufera, se estudia el potencial de inóculo ectomicorrícico y la competitividad de las ectomicorrizas de Tu-
ber melanosporum frente a este inóculo, para los usos del suelo más habituales en una región trufera. Se realizaron
cuatro bioensayos en invernadero, con suelo forestal, agrícola y de erial de El Toro (Comunidad Valenciana, este de
España). Los suelos forestales han presentado mayor potencial de inóculo y contaminaban en mayor grado las plan-
tas micorrizadas, resultando por lo tanto los menos adecuados. Los bioensayos en invernadero se han mostrado como
una metodología válida para aproximarse a las variables consideradas, aunque es necesario adoptar precauciones fren-
te a los contaminantes de vivero y adaptar los parámetros de cultivo a la especie vegetal usada.
Palabras clave: trufa negra, ectomicorriza, encina, potencial de inóculo, uso del suelo, competencia micorrícica,
bioensayos en invernadero.
Abstract
Influence of land use on ectomycorrhizal inoculum potential and competitivity of Tuber melanosporum
ectomycorrhizas: assessment through greenhouse biassays
Black truffle (Tuber melanosporum Vitt) is an agro-forest resource with great development potentiality in
Mediterranean calcareous mountains. In this study, we analyse the ectomycorrhizal inoculum potential of the soil and
the competitiveness of Tuber melanosporum ectomycorrhizas to this inoculum in the different land uses present in a
truffle-producing region with the aim of assessing their suitability for establishing truffle orchards. Soil samples
collected from forests, croplands and wastelands in El Toro (Valencian Region, eastern Spain) were used to perform
four greenhouse bioassays. Forest soils showed the highest ectomycorrhizal inoculum potential and produced the
highest contamination levels in the mycorrhized seedlings; they were thus considered the least suitable for new truffle
plantations. Greenhouse bioassays are found to be a useful methodology for studying the target variables as long as
care is taken to both prevent nursery contamination and adjust the culture to the plant species.
Key words: black truffle, ectomycorrhiza, holm oak, inoculum potential, land use, mycorrhizal competition, gre-
enhouse bioassays.
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po transcurrido desde entonces, los truficultores han
señalado que los factores más determinantes para el
éxito de una plantación son la calidad de la micorri-
zación en vivero, las condiciones ecológicas de la par-
cela y el antecedente cultural del suelo. Este último
factor está relacionado con el banco ectomicorrícico
del suelo, de forma que se recomienda plantar sobre
terrenos de cultivos herbáceos, en los que se supone
que el inóculo es menor que en los forestales y en los
cultivos ectomicorrícicos (Sourzat, 1994; Reyna,
2000). Sin embargo, los estudios que abordan esta te-
mática son escasos (Frochot et al., 1990). Los esfuer-
zos se han centrado en el seguimiento sobre el terre-
no de la evolución de las micorrizas en plantaciones
(Verlhac, 1990; Bonet et al., 2001; Etayo, 2001; Pa-
lenzona et al., 2001), sin considerar el uso anterior del
terreno y en muchos casos desconociendo la calidad
inicial de la planta utilizada.
Por otra parte, en los últimos años la Conselleria de
Medi Ambient de la Generalitat Valenciana se ha in-
teresado por la posibilidad de instalar plantaciones tru-
feras en áreas cortafuegos, aprovechando que ambos
usos requieren una fisionomía abierta y con la finali-
dad de potenciar al máximo la actuación forestal (Rey-
na y García Barreda, 2005). Estas plantaciones se re-
alizarían sobre terrenos forestales o eriales, en contra
del criterio antes expuesto.
El objetivo de este estudio es evaluar la idoneidad de
diferentes suelos con potencialidad trufera para el esta-
blecimiento de plantaciones truferas. Para ello se anali-
za y compara, en los usos del suelo más habituales de
una región trufera valenciana, el potencial de inóculo ec-
tomicorrícico y la competitividad de las ectomicorrizas
(ECM) de T. melanosporum frente al inóculo nativo. El
potencial de inóculo o capacidad infectiva de un suelo
intenta cuantificar la capacidad para infectar el sistema
radical de las plantas que posee el inóculo fúngico mi-
corrícico existente en el suelo. Los ensayos de competi-
tividad intentan analizar cómo compite ese inóculo na-
tivo frente a las ECM de T. melanosporum, cuando la
situación de partida es una planta inoculada con el sis-
tema radical masivamente colonizado por esta especie.
Material y Métodos
Área de estudio
Los suelos analizados se encuentran en El Toro, zo-
na trufera del interior de la Comunidad Valenciana,
dentro de un área reducida (10 ha) y de condiciones
ambientales homogéneas. Son suelos coluviales lla-
nos, profundos y sin afloramientos rocosos.
Los usos del suelo más frecuentes en la zona son el
forestal, erial y cultivo. El forestal es un pinar (Pinus
nigra Arnold ssp. salzmanii Franco) de repoblación,
adulto y denso, con sotobosque de encina (Quercus
ilex L. ssp. ballota Samp.) y quejigo (Quercus faginea
Lam.). Los cultivos son de cereal y almendro (espe-
cies fundamentalmente endomicorrícicas), con carác-
ter extensivo. Los eriales son antiguos cultivos de esas
mismas especies, que llevan 10-12 años abandonados
y han sido colonizados por comunidades de herbáce-
as y sufruticosas, características de las clases de ve-
getación Lygeo-Stipetea, Festuco-Brometea y Rosma-
rinetea, de estatura reducida (10-30 cm) y un 30-80%
de cobertura del suelo (Thymus vulgaris L, Euphorbia
nicaensis All., Eryngium campestre L, Santolina cha-
maecyparissus L, Helianthemum origanifolium Pers.,
Fumana thymifolia Spach., Erinacea anthyllis Link.,
Dorycnium pentaphyllum Scop., Psoralea bituminosa
L, Sanguisorba minor Scop., Genista scorpius DC.,
Galium sp., Brachypodium retusum Beauv., B. phoe-
nicoides Roemer et Schultes, Koeleria vallesiana Gau-
din, etc.). La colonización de estos eriales por parte de
las especies forestales (Quercus, Juniperus, Pinus, Ro-
sa, Prunus, etc.) es incipiente, representando una co-
bertura del suelo menor del 5%. Sin embargo, tanto en
las zonas agrícolas como en los eriales pueden encon-
trarse retazos de vegetación natural en los ribazos.
Las características de estos suelos (Tabla 1) son tí-
picas de las zonas truferas (Reyna, 2000). Los suelos
forestales presentan más materia orgánica y mayor re-
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Tabla 1. Características físico-químicas más notables de los





Textura (USDA) — Fr.Arc.Are. Fr.Arc.Are.
Pedregosidad (% gravas 
de Ø > 2mm) % 34,36 15,88
pH en agua (1:2,5) — 8,13 8,21
Carbonatos totales % 15,2 4,2
Materia orgánica oxidable 
(Van Benmelen) % 3,37 2,74
Relación C/N — 15,6 11,0
Nitrógeno total (Kjeldahl) % 0,125 0,145
Fósforo asimilable (Olsen) ppm 5 13
lación C/N, en consonancia con la vegetación que sus-
tentan. También son más pedregosos. Los agrícolas tie-
nen más fósforo, síntoma de la actividad antrópica.
Potencial de inóculo
Se diseñaron dos bioensayos en invernadero del po-
tencial de inóculo, basados en las metodologías de Ma-
moun y Olivier (1993), Brundrett et al. (1996) y Hon-
rubia et al. (1996). En el área de estudio, se recogieron
los 20 cm superficiales de suelos forestales, agrícolas
y de erial. Con ellos se rellenaron las macetas de cul-
tivo y luego se sembraron bellotas de encina esterili-
zadas. El cultivo se llevó a cabo en un invernadero del
Banc de Llavors de la Generalitat Valenciana (Quart de
Poblet, Valencia), con un régimen de riego de mante-
nimiento (dos riegos por semana en verano). En cada
ensayo se usó macetas de diferente volumen (Tabla 2).
Para muestrear las ECM se utilizó un sacabocados
cilíndrico, que proporciona muestras volumétricas y
permite obtener datos de densidad. Existía la posibi-
lidad de extraer la muestra de manera transversal o lon-
gitudinal al eje mayor del contenedor. Con un muestreo
preliminar se comprobó que las raíces se concentran
en las paredes laterales de las macetas, por lo que se
optó por el muestreo transversal. Se decidió realizar-
lo a la altura media porque estudios previos habían en-
contrado que era la más representativa del conjunto
(Reyna, 1999).
Se muestrearon las ECM de todas las plantas varias
veces a lo largo de dos años (Tabla 3). Las muestras
son de volumen conocido y proporcional al volumen
del contenedor (2-3%). Se tomaron en primavera y oto-
ño, cuando se encuentran más ECM de T. melanospo-
rum activas y en mejor estado vegetativo (Bonet et al.,
2001). Los morfotipos de ECM se identif icaron si-
guiendo las descripciones de Agerer (1987-1998), Verl-
hac (1990), Di Massimo et al. (1996), De Román y De
Miguel (2000), Etayo (2001) y Pascual (2002). Se mi-
dieron diferentes características de la parte aérea de
las plantas.
En la primavera de 2003 se detectó que el ensayo
había resultado contaminado por Sphaerosporella
brunnea Svrcek & Kubicka de manera general. Todas
las muestras presentaban ECM de esta especie, cuan-
do hasta ese momento no había aparecido. S. brunnea
es un contaminante típico de vivero, que probable-
mente se introdujo a través del agua de riego y que cau-
só una contaminación homogénea en todos los usos
del suelo. Por todo ello, los datos de composición es-
pecífica se presentan sin tener en cuenta esta especie,
aunque en todas las variables se ha comprobado que
los análisis estadísticos no se ven afectados.
Las variables utilizadas para cuantificar el poten-
cial de inóculo han sido la densidad de ECM, el por-
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Tabla 2. Características básicas de los ensayos
Ensayo
Volumen maceta Volumen muestra
Material vegetal
N.º repeticiones
(ml) (ml) por uso del suelo
Potencial inóculo 2001 2.900 68,7 Bellota 12
Potencial inóculo 2002 650 20,4 Bellota pregerm. 36
Competitividad 2001 3.400 68,7* Planta 2 savias inoculada 12
Competitividad 2002 4.000 83,5* Planta 2 savias inoculada 12
* En el momento de la plantación se realizó un  control de la micorrización sobre los contenedores originales de 0,65 l. Las mues-
tras tomadas tenían 20,4 ml de volumen.
Tabla 3. Calendario de los trabajos
2001 2002 2003
Inv. Prim. Ver. Oto. Inv. Prim. Ver. Oto. Inv. Prim. Ver. Oto.
Pot. inóc. 01 Siem. Mues. Mues. Mues.
Pot. inóc. 02 Siem. Mues. Mues.
Compet. 01 Plant. Mues. Mues. Mues.
Compet. 02 Plant. Mues. Mues.
Siem.: siembra. Plant.: plantación. Mues.: muestreo de ECM.
centaje de raíces micorrizadas y la cantidad de mor-
fotipos por muestra. La densidad de ECM (cantidad de
ápices tróficos micorrizados por litro de suelo) estima
la cantidad total de raíces que los hongos ectomico-
rrícicos del suelo son capaces de colonizar. El por-
centaje de raíces micorrizadas estima la probabilidad
que una raíz encuentre inóculo fúngico efectivo en el
suelo. La cantidad de morfotipos por muestra se usa
como indicador de la riqueza de hongos ectomicorrí-
cicos en el suelo. Aparte, también se calculó la densi-
dad de ápices tróficos sin micorrizar.
Competitividad de T. melanosporum
Se realizaron dos bioensayos en invernadero para
estudiar la competitividad de las ECM de T. melanos-
porum, con un diseño experimental y condiciones de
cultivo semejantes a los del potencial de inóculo (Ta-
blas 2, 3). En este caso, sin embargo, en las macetas
se plantaron brinzales de encina inoculados con T. me-
lanosporum, producidos por Viveros AltoPalancia (vi-
vero comercial). Antes de plantarlos se analizó su es-
tado de micorrización. En estos ensayos sólo se estudió
los usos forestal y agrícola. También se produjo una
contaminación por S. brunnea, que ha sido tratada de
igual forma.
Las variables consideradas son semejantes a las del
ensayo del potencial de inóculo, pero su interpretación
es diferente. La densidad de ECM y el porcentaje de
raíces micorrizadas simplemente intentan valorar si el
inóculo nativo del suelo repercute en el estado global
de micorrización de las plantas inoculadas. El por-
centaje de micorrización por T. melanosporum (pro-
porción entre las ECM de esta especie y el total de ápi-
ces tróficos micorrizados) evalúa la competitividad de
las ECM de esta especie frente al inóculo nativo del
suelo o, a la inversa, la capacidad del inóculo del sue-
lo para colonizar las plantas inoculadas. La cantidad
de morfotipos competidores por muestra se usa como
indicador de la riqueza de hongos ectomicorrícicos efi-
caces en la colonización de sistemas radicales previa-
mente inoculados.
Análisis estadístico
Las pruebas estadísticas se han realizado con el pro-
grama SPSS 10.0. En todos los ensayos se ha analiza-
do los resultados de cada muestreo de manera inde-
pendiente, ya que el objetivo principal no es analizar
tendencias temporales sino diferencias entre usos del
suelo. En el caso de variables con distribución normal,
las diferencias entre tratamientos se han analizado me-
diante ANOVA o pruebas de la t de Student, compro-
bándose los requisitos de homocedasticidad (prueba de
Levene) y normalidad (pruebas de Shapiro-Wilks y de
Kolmogorov). En variables no normales se ha usado las
pruebas de Kruskal-Wallis o las de Mann-Whitney. Co-
mo pruebas de comparación post-hoc entre tratamien-
tos se han usado respectivamente las de Scheffé y Dunn.
Resultados
Potencial de inóculo
En el ensayo de 2001, no han aparecido diferencias
en la densidad de ECM, la densidad de ápices sin mi-
corrizar ni el porcentaje de raíces micorrizadas entre
los suelos. En cambio, en el ensayo de 2002, el suelo
forestal muestra valores significativamente superiores
de ECM y del porcentaje de raíces micorrizadas que
el resto de usos. El suelo forestal presenta, en ambos
ensayos, una cantidad de morfotipos por muestra sig-
nificativamente superior (Figs. 1 y 2).
Aunque no se ha testado estadísticamente la evolu-
ción temporal, parece que en todas las variables rela-
cionadas con el estado de micorrización se produce un
máximo, aproximadamente al año de la siembra, se-
guido de una estabilización o un ligero descenso
(Figs. 1 y 2).
De manera global, en el ensayo de 2001 han apare-
cido doce morfotipos diferentes y en el de 2002 nue-
ve. La comunidad de ECM del suelo forestal presenta
una composición muy distinta del resto de usos. Los
elementos diferenciales más frecuentes son Cenococ-
cum geophilum Fr. y el morfotipo Quercirrhiza 2 (De
Román y De Miguel, 2000). En los suelos agrícolas y
de erial, lo son el tipo AD (Verlhac, 1990; Etayo, 2001)
y Genea sp. (De Román y De Miguel, 2000; Pascual,
2002). El morfotipo brumale-albidum es frecuente en
todos los suelos, especialmente el forestal. Bajo esta
denominación han sido agrupadas las ECM de Tuber
brumale Vitt. y Tuber albidum Pico, dadas las dif i-
cultades para diferenciarlas a nivel morfológico. T. me-
lanosporum aparece con frecuencia en el suelo fores-
tal y de erial del ensayo de 2001 (Tabla 4), aunque este
valor ha ido descendiendo a lo largo del ensayo. En el
ensayo de 2002, la aparición de T. melanosporum ha
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Figura 1. Ensayo 2001 del potencial de inóculo: micorrización en función del uso del suelo (densidad de ECM, densidad de ápi-
ces sin micorrizar, porcentaje de raíces micorrizadas y riqueza de morfotipos). Letras diferentes indican, dentro de cada muestreo,


































































































Figura 2. Ensayo 2002 del potencial de inóculo: micorrización en función del uso del suelo (densidad de ECM, densidad de ápi-
ces sin micorrizar, porcentaje de raíces micorrizadas y riqueza de morfotipos). Letras diferentes indican, dentro de cada muestreo,





sido marginal. En ninguna muestra de ambos ensayos
ha llegado a representar más del 10% del total de ECM.
El resto de morfotipos ha aparecido sólo en una so-
la muestra: tipo Hymenogaster (De Román y De Mi-
guel, 2000), Tuber aestivum Vitt., tipo Scleroderma
(Etayo, 2001) y tipo Telephora (posiblemente Tele-
phora terrestris Fr., según la descripción de De Román
y De Miguel, 2000).
Las macetas del ensayo de 2001 presentan una ma-
yor riqueza de morfotipos que las del ensayo de 2002,
en consonancia con su mayor volumen (Fig. 5).
En cuanto al desarrollo de las plantas, el uso del sue-
lo no ha provocado diferencias significativas de mor-
talidad ni diámetro del cuello de la raíz. En el ensayo
de 2002, las plantas cultivadas sobre suelo forestal pre-
sentaron mayor ramificación, número de hojas y altu-
ra de la parte aérea (Tabla 5). Estas variables no se pu-
dieron analizar en el ensayo de 2001, porque a los 30
meses de la siembra las guías terminales y hojas su-
periores empezaron a secarse, por lo que hubo que cor-
tar los tallos justo por debajo de esa altura.
Competitividad de T. melanosporum
Inicialmente, la densidad de ECM de T. melanos-
porum era muy elevada y representaba prácticamente
el 100% de las ECM (Figs. 3a, 3c, 4a y 4c). Sólo una
planta en el ensayo de 2002 presentaba ECM conta-
minantes, en cantidad despreciable (1,5% de ECM de
T. brumale).
A lo largo de ambos ensayos, el suelo agrícola ha
mantenido un porcentaje de ECM de T. melanosporum
significativamente mayor y una cantidad de morfoti-
pos competidores significativamente menor que el sue-
lo forestal (Figs. 3 y 4). Las plantas del ensayo de 2002
se han contaminado de manera más intensa y rápida
que las de 2001. En éstas, los valores iniciales de den-
sidad de ECM de T. melanosporum y del porcentaje de
raíces colonizadas eran mayores.
Dentro de cada ensayo, no se han observado dife-
rencias entre usos del suelo en la densidad global de
ECM, la densidad de ápices sin micorrizar ni el por-
centaje global de ápices micorrizados; excepto en el
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Tabla 4. Ensayos del potencial de inóculo: porcentaje de aparición en las muestras de los principales morfotipos
Genococcum Tipo brumale- Tuber
Tipo AD Quercirrhiza 2 Genea  sp.
Muestras
geophilum albidum melanosporum sin ECM
Ensayo 2001
Forestal 78 61 39 0 17 0 0
Agrícola 7 48 4 19 0 0 0
Erial 0 27 23 37 0 0 0
Ensayo 2002
Forestal 91 47 2 0 0 3 0
Agrícola 0 18 8 0 0 12 45
Erial 5 5 0 0 0 21 59
Tabla 5. Ensayos del potencial del inóculo: supervivencia y características morfológicas finales de las plantas (medianas y
diferencias  significativas según la prueba de Krukal-Wallis)
Superv. Diám. cuello raíz Altura
N.º hojas N.º ramas
(%) (mm) (cm)
Ensayo 2001
Forestal 67 a 9,3 a — — —
Agrícola 100 a 8,5 a — — —
Erial 73 a 8,7 a — — —
Ensayo 2002
Forestal 89 a 4,2 a 21 a 37 a 4 a
Agrícola 64 a 4,3 a 20 a 21 b 3 ab
Erial 78 a 4,2 a 16 b 11 b 1 b




































































































Figura 3. Ensayo 2001 de la competitividad: micorrización en función del uso del suelo (densidad de ECM, porcentaje de raíces
micorrizadas, porcentaje de T. melanosporum respecto al total de ECM y riqueza de morfotipos nativos del suelo). Letras diferen-
































































































Figura 4. Ensayo 2002 de la competitividad: micorrización en función del uso del suelo (densidad de ECM, porcentaje de raíces
micorrizadas, porcentaje de T. melanosporum respecto al total de ECM y riqueza de morfotipos nativos del suelo). Letras diferen-
tes indican, dentro de cada muestreo, diferencias significativas. Medias y t de Student en (a) y (b); medianas y prueba de Mann-





último muestreo del ensayo de 2002 (el ensayo con
menor micorrización inicial), en el cual el suelo fo-
restal presentó una densidad de ECM y un porcenta-
je de raíces micorrizadas signif icativamente mayo-
res (Figs. 3 y 4).
Aunque no se ha testado estadísticamente, parece
que estas tres variables, relacionadas con el estado
global de micorrización, sufren un descenso tras la
plantación inicial (las plantas pasaron de alveolos de
0,65 l a macetas de 3,4 l), hasta estabilizarse en los
valores definitivos aproximadamente a partir del año
(Figs. 3 y 4).
Globalmente, en el ensayo de 2001 han aparecido
seis morfotipos contaminantes y en el de 2002 cinco
(Tabla 6). C. geophilum ha sido el competidor más fre-
cuente en el suelo forestal, donde ha aparecido desde
el principio y de manera general, representando como
mediana el 5-10% de las ECM. En el suelo agrícola
está ausente. El tipo brumale-albidum también ha si-
do frecuente en el suelo forestal hacia el final de los
ensayos; mientras que en el suelo agrícola apenas ha
aparecido. El resto de morfotipos tiene una presencia
más ocasional: tipo AD, Genea sp., tipo Telephora, ti-
po Hebeloma-Cortinarius (De Román y De Miguel,
2000), tipo Pisolithus (Etayo, 2001) y otros sin deter-
minar.
La riqueza de morfotipos por maceta no ha sido sig-
nificativamente diferente entre los dos ensayos, aun-
que la diferencia de volumen no es tan acusada como
en el caso de los ensayos del potencial de inóculo
(Fig. 5).
En cuanto al desarrollo de las plantas, no se ha ob-
servado diferencias significativas en la mortalidad ni
en el diámetro del cuello de la raíz (Tabla 7). Durante
la primavera de 2003 se observó que las guías termi-
nales y hojas superiores empezaban a secarse de ma-
nera general, por lo que se cortaron los tallos justo por
debajo de esa altura.
Discusión
Potencial de inóculo
En el ensayo de 2002, con 0,65 l de substrato por ma-
ceta, el suelo forestal ha mostrado un mayor potencial
de inóculo (mayor densidad de ECM y mayor porcen-
taje de raíces colonizadas por ECM) que el resto de
usos, en buena parte debido a que la mitad de las mues-
tras tomadas en los suelos agrícola y de erial carecen
de ECM (Tabla 4). Sin embargo, en el ensayo de 2001,
con 2,9 l por maceta, no se han observado estas dife-
rencias. Si, como postulan Jones et al. (2003), la can-
tidad de inóculo ectomicorrícico del suelo influye en
el grado de micorrización de las raíces, los resultados
de los ensayos sugieren que en un pequeño volumen de
suelo forestal (inferior a 0,65 l) hay suficiente inóculo
para que los plantones se micorricen de manera natu-
ral, mientras que en los substratos agrícola y de erial
es necesario un volumen mayor (entre 0,65 y 2,9 l). Es-
to implica que, en el área de estudio, la escasez de in-
óculo sólo podría resultar limitante para la regenera-
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Tabla 6. Ensayos de la competitividad: porcentaje de aparición en las muestras de los principales morfotipos




micor previa geophilum albidum Telephora Cortinar.
Ensayo 2001
Forestal 100 78 25 0 0 6 0
Agrícola 100 0 6 0 0 0 6
Ensayo 2002
Forestal 100 55 80 30 5 0 0


















Ensayos complet.Ensayos pot. inoc.
Figura 5. Para cada ensayo, relación entre el volumen de suelo
natural usado por planta y la riqueza de morfotipos encontrada
a lo largo de todos los muestreos (valor medio e int. conf. 95%)
ción natural sobre suelo agrícola y durante las pri-
meras edades, con un sistema radical poco extendido.
Además, debe tenerse en cuenta que en esta comarca
es frecuente encontrar vegetación natural en las proxi-
midades de los cultivos (bosquetes en zonas margina-
les, ribazos), lo que favorece la persistencia de inócu-
lo en terrenos agrícolas y posiblemente actue como islas
de recursos (Azcón-Aguilar et al., 2003).
En ambos ensayos del potencial de inóculo, la com-
posición específica está influida por el uso del suelo.
En el suelo forestal hay más morfotipos que en el res-
to y son diferentes. Estas divergencias no pueden atri-
buirse a las condiciones en las que se ha cultivado las
plantas, puesto que han sido homogéneas. La princi-
pal diferencia entre el suelo forestal y el resto es la
abundancia de C. geophilum, de manera semejante a
lo encontrado por Frochot et al. (1990). Se trata de una
especie cosmopolita, capaz de formar abundantes es-
clerocios (estructuras asexuales de resistencia), que le
permiten sobrevivir a perturbaciones como los incen-
dios, talas o remoción del suelo (Honrubia et al., 1996;
Jany et al., 2002). Los esclerocios, igual que el mice-
lio, es un tipo de inóculo poco efectivo en terrenos agrí-
colas, ya que la ausencia prolongada de huésped pro-
voca su desaparición (Jones et al., 2003). En cambio,
resultan frecuentes en el bosque, aumentando su abun-
dancia tras las perturbaciones (Honrubia et al., 1996).
En definitiva, el uso agrícola supone, respecto al fo-
restal, una reducción de la capacidad infectiva del sue-
lo, que afecta de manera selectiva a determinados hon-
gos. En la forestación de tierras agrícolas, una menor
probabilidad de que las raíces sean colonizadas por
hongos micorrícicos puede representar un problema,
pero para las plantaciones inoculadas es una ventaja
(Barea y Honrubia, 2004).
En cuanto a T. melanosporum, su presencia de ma-
nera natural en los diferentes suelos estudiados indi-
ca una potencialidad del terreno. Frochot et al. (1990)
encontraron, en una región trufera francesa, que un 10-
20% de los avellanos (Corylus avellana L.) que plan-
taban sin inocular sobre suelo forestal presentaban, un
año después, ECM de T. melanosporum. Sourzat et al.
(1990) obtuvieron resultados semejantes sobre bos-
ques claros, observando además que la infección es-
pontánea por T. melanosporum se reducía con el tiem-
po, de manera semejante a lo sucedido en el ensayo de
2001. Por otra parte, los agricultores de Benassal 
(Comunidad Valenciana) señalan que una parte de sus
cultivos de avellano, destinados a producir fruto y plan-
tados sin inocular, han comenzado a producir T. me-
lanosporum y T. brumale después de ser abandonadas
las labores culturales por la escasa rentabilidad. En el
presente estudio, sin embargo, T. melanosporum pre-
senta porcentajes de micorrización muy por debajo del
10-30% encontrado en las truferas espontáneas (Gar-
cía y Reyna, 2003) o del 70-90% de las plantaciones
inoculadas (Águeda et al., 2001).
Las ECM de T. melanosporum tuvieron una presen-
cia mucho más escasa en el ensayo de 2002 que en el
de 2001, indicando que el volumen de substrato afec-
ta gravemente a su capacidad infectiva o bien que la lo-
calización exacta donde se tomaron los substratos tu-
vo un papel decisivo. Ambos factores sugieren una
distribución en el campo agregada. En cualquier caso,
el desconocimiento de los patrones de distribución ec-
tomicorrícicos es uno de los grandes problemas que de-
ben afrontar los investigadores (Lilleskov et al., 2004).
Competitividad de T. melanosporum
En el suelo agrícola, los hongos nativos del suelo
han sido prácticamente incapaces de colonizar, en dos
años, las raíces de las encinas inoculadas. Mientras tan-
to, el suelo forestal ha producido mayor contaminación
en los sistemas radicales de las plantas inoculadas con
T. melanosporum, en consonancia con los resultados
de Frochot et al. (1990). Para este uso del suelo, la in-
fección con T. melanosporum ha decaído progresiva-
mente a medida que el inóculo nativo colonizaba las
raíces, como también señalan De Román y De Miguel
(2005), confirmando la escasa capacidad competitiva
de la trufa negra en campo (Frochot et al., 1990; 
Mamoun y Olivier, 1997; Zambonelli et al., 2000). Ma-
moun y Olivier (1993) consiguieron controlar este pro-
ceso de contaminación añadiendo esporas de T. mela-
nosporum y manipulando el régimen de riego.
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Tabla 7. Ensayos de la competitividad: superviviencia y cre-
cimiento de los plantones
Superv. Diám. cuello raíz
(%) (mm)
Ensayo 2001
Forestal 100 a 11,5 a
Agrícola 92 a 12,1 a
Ensayo 2002
Forestal 92 a 12,0 a
Agrícola 92 a 11,5 a
Frochot et al. (1990) proponen que la diferencia en
el potencial de inóculo es la causa de que las plantas
inoculadas se contaminen más sobre suelos forestales.
Un segundo responsable podría ser la composición es-
pecífica del inóculo nativo, ya que las especies fúngi-
cas dif ieren en su función, capacidad competitiva y
fuentes de propágulos (Requena et al., 1996; Azcón-
Aguilar et al., 2003; Garbaye, 2003). Sin embargo, la
escasez de estudios fisiológicos y funcionales especí-
ficos impide evaluar el efecto de este factor. En cual-
quier caso, los ensayos de competencia han confirma-
do que el uso del suelo influye en la composición
específica, destacando en los suelos forestales C. ge-
ophilum y el tipo brumale-albidum. T. brumale y T. al-
bidum son especies con requerimientos ecológicos se-
mejantes a T. melanosporum pero más competitivas,
que suelen contaminar truferas espontáneas y de plan-
tación (Zambonelli et al., 2000; Etayo, 2001; Sourzat
y Dubiau, 2001; Sourzat et al., 2001).
En comparación con los ensayos del potencial de in-
óculo, los ensayos de la competitividad han presenta-
do menor densidad de ECM nativas del suelo y menor
riqueza global de morfotipos por ensayo, a pesar de
que el volumen global de suelo usado por ensayo es
semejante (70-95 l). También presentan menos mor-
fotipos por maceta para volúmenes semejantes (2,9 l
en el ensayo 2001 del potencial de inóculo frente a 3,4
y 4 l en los ensayos de competitividad). Estas diferen-
cias sugieren que una buena micorrización previa tie-
ne un efecto protector frente al inóculo nativo, como
apuntan Mamoun y Olivier (1993) y Jones et al.
(2003). Este efecto protector permite explicar que, en
los ensayos con macetas de 2-4 l (potencial de inócu-
lo 2001, competitividad 2001 y 2002), el uso del sue-
lo no condicione el potencial de inóculo, pero sí la con-
taminación de las plantas inoculadas: en ese volumen
de suelo agrícola habría inóculo suficiente para mi-
corrizar un sistema radical no colonizado por otros
hongos, pero no para desplazar al hongo T. melanos-
porum cuando está bien establecido en las raíces.
Validez de la metodología
Los bioensayos en invernadero son sólo un método
aproximativo para conocer el potencial de inóculo del
suelo (Honrubia et al., 1996). Las condiciones de cul-
tivo no son las mismas que las de campo, lo que favo-
rece a determinados hongos y perjudica a otros. La re-
cogida de los substratos rompe la red miceliar y sus
conexiones con las raíces vivas, por lo que se subesti-
ma el potencial de inóculo (Requena et al., 1996; Jo-
nes et al., 2003). Existe el riesgo de contaminaciones
de vivero, como aquí ha sucedido con S. brunnea, una
especie micorrícica facultativa, pionera y oportunista
(De Román y De Miguel, 2000, 2005). Se trata de un
contaminante típico de vivero, que necesita una hu-
medad alta y constante. Es poco competitiva (Benci-
venga et al., 1995), por lo que suele encontrarse en me-
dios relativamente estériles. Incluso en vivero tiene
dificultades para renovarse y no llega a desplazar to-
talmente a T. melanosporum de las raíces (García-Mon-
tero y Manjón, 2001).
Frente a las limitaciones anteriores, los bioensayos
en invernadero presentan una serie de ventajas respecto
a los bioensayos en campo: facilidad de cultivo, con-
trol de las condiciones ambientales y posibilidad de
homogeneizar las plantas y las condiciones de cultivo,
factor que Marx y Ruehle (1994) consideran esencial
con el fin de reducir la elevada variabilidad intrínse-
ca de los estudios de ECM.
Dos de los aspectos básicos a fijar previamente en
los bioensayos en invernadero son la duración y el vo-
lumen de las macetas, que deben considerarse con-
juntamente y que a su vez se encuentran condiciona-
dos por la especie vegetal usada. Brundrett et al. (1996)
recomiendan que los ensayos del potencial de inóculo
no superen excesivamente el tiempo requerido para
una adecuada micorrización de la planta, debido a que
los resultados pueden verse influidos por cambios en
el substrato y a que los últimos muestreos aportan po-
ca información nueva. En el presente estudio, el largo
periodo de cultivo y las repetidas extracciones de subs-
trato han generado diversos problemas: gran desarro-
llo radical, merma del volumen de substrato disponi-
ble para la planta y los hongos, dif icultades para
extraer las muestras, seca de partes aéreas, etc. Éstas
pueden haber sido las causas (al menos en parte) de
que, en todos los ensayos, tras el primer muestreo se
haya observado un descenso de la densidad de ECM y
ápices tróficos. Esta limitación podría evitarse redu-
ciendo el ensayo a un único muestreo a la edad de un
año o un año y medio, con lo que se hubieran obteni-
do prácticamente los mismos resultados. Además, en
ensayos de larga duración puede producirse un cam-
bio en la composición específica de la comunidad de
ECM. En el ensayo del potencial de inóculo de 2001,
la duración del experimento ha inducido una merma
en la presencia de las ECM de T. melanosporum. La
prolongación del ensayo hace que pase de ser indica-
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tivo del potencial de inóculo a serlo de la capacidad
competitiva de los hongos presentes. En todo caso, la
contaminación con S. brunnea también podría haber
influído en esta merma.
En los ensayos de la competitividad, en los que re-
sulta muy interesante alargar la duración, será decisi-
vo fijar un volumen de maceta suficientemente gran-
de, que limite los problemas antes citados en raíces y
partes aéreas. En los ensayos del potencial de inóculo
puede ser interesante reducir el volumen de maceta pa-
ra mostrar más claramente las diferencias entre trata-
mientos, en un efecto semejante al de la dilución del
substrato (Jones et al., 2003). La reducción de volu-
men nunca debe llegar al punto de producir desequili-
brios y deformaciones en el crecimiento (Domínguez,
1997). Finalmente, el volumen de las macetas ha in-
fluido en la cantidad de morfotipos encontrados en ca-
da maceta a lo largo de la duración de los ensayos: po-
siblemente, las especies que desaparecen en las
macetas pequeñas son las más escasas, de distribución
más agregada y/o con más dificultades para colonizar
las raíces a partir de un suelo alterado.
Un tercer aspecto determinante en los bioensayos
es el tipo de muestreo. Teniendo en cuenta la discusión
previa, para ensayos del potencial de inóculo (en los
que basta un solo muestreo) puede resultar más inte-
resante un muestreo destructivo, que tenga en consi-
deración todo el volumen de substrato y que reduzca
el número de muestras sin ECM. En cambio, para en-
sayos de la competitividad (en los que resulta intere-
sante realizar medidas repetidas y es necesario un ma-
yor volumen de maceta) parecen más adecuados los
muestreos volumétricos no destructivos.
Conclusiones
Los terrenos dedicados a cultivos no ectomicorrí-
cicos tienen un menor potencial de inóculo ectomico-
rrícico que los terrenos forestales y contaminan me-
nos las raíces de las plantas inoculadas. Son, por lo
tanto, más aptos para el establecimiento de plantacio-
nes inoculadas con T. melanosporum.
En los suelos forestales de las regiones truferas exis-
te inóculo de T. melanosporum de manera natural, aun-
que no se ha encontrado que sea capaz por él mismo
de generar una infección cuantitativamente importan-
te de los brinzales.
El cortejo fúngico de los plantones de encina varía
según el uso del suelo. En las regiones truferas, C. ge-
ophilum y el tipo brumale-albidum adquieren impor-
tancia en los suelos forestales, mientras que Genea sp.
y el tipo AD juegan un papel destacado en los terrenos
agrícolas y eriales.
Los bioensayos en invernadero son una metodología
útil en los estudios del potencial de inóculo, aunque de-
ben controlarse estrictamente las condiciones de culti-
vo y las contaminaciones de vivero. Para ensayos del
potencial de inóculo con encinas es recomendable no
alargar la duración más allá de 1-1,5 años, realizar un
único muestreo y elegir el volumen de maceta en fun-
ción de la cantidad de inóculo nativo del suelo (en fun-
ción del uso del suelo). Para ensayos de la competiti-
vidad realizados con encinas micorrizadas de dos savias
de edad, es suficiente una duración de 2-2,5 años, sien-
do recomendables volúmenes de maceta mayores de 4 l
y varios muestreos a lo largo del tiempo.
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